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論 文 内 容 要 旨
表皮 は生体防御 な どの役割 を担 ってお り,生 体 に必須の組織 であ る。表皮機能 の維持 ・獲得 には角化
とよばれ る表皮細胞 に特 有な分化 プ ログラムによる正常な表皮 の形成 が必 要である。 した がって,角 化
機構の解 明は角化 異常症 な どの治療に有益な情報 を与える と考 え られ る。
コ レステ ロール硫酸(CS)は 表皮に多 く存在 してお り,角 質構成分子の角化膜 タンパ ク質 の発現 を誘
導す るな ど角化 の制御 に関与 している。表皮CSレ ベル はステ ロイ ドサル ファターゼ(SSase)と コ レス
テ ロール スル ポ トランスフェ ラーゼ(Ch-ST)に よ り調節 されて い る。魚鱗癬 患者 はSSase遺 伝子 が欠
損 してお り,CSの 蓄積 に よ り角化 が亢進 し,表 皮肥厚や 乾燥性皮膚 な どの症状が現れ る。 この知見は,
角化にお けるSSaseお よびCh-STの 重 要性 を示唆 してい る。一方,Ch-ST活 性 は腫瘍や創 傷部位 で高い
ことや,Ch-ST活 性値 と表皮分化マ ーカー タンパ ク質の発現 量が相 関す ることか ら,Ch-STは 角化 にお
ける重要 な因子 と推定 され る。 しか しなが ら,角 化 におけ るCh-STの 役割 は明 らか となっていない。
哺乳類 の細胞可溶性画分に発現す るスル ポ トランスフェラーゼ(STま たはSt)は,薬 物代謝の第2相
酵 素で,薬 物な どの生体外異物や生体 内物 質の硫酸抱合 に寄与 してい る。STは 遺伝 子スーパー ファミリ
ー を形成 してお り
,少 な く とも5つ の遺 伝子 フ ァミリー(STI-ST5)に 区分 され る。ST2フ ァ ミリー に
分類 され る酵素 はステ ロイ ドホルモ ンや コ レステ ロール な どの ヒ ドロキシステ ロイ ドの硫酸抱合 を触媒
す る。ST2フ ァ ミリーはST2AとST2Bに 分類 され る。筆者 らは,マ ウスST2Bサ ブフ ァ ミリーに属す る,
St2b2が 表皮 に多 く発現 し,表 皮お ける主要なCh-STで ある ことを明 らかに した。
本研 究では,表 皮 形成 にお けるSt2b2の 役割お よび,そ の発現誘 導機構 を分子 レベル で明 らか にす る
ことを 目的 と した。
(1)表 皮分化 におけ るSt2b2の 役割 の解析
表皮 分化 にお けるSt2b2の 役割 を明 らか にす るために,表 皮細胞 にお け るsab2の 発 現 を遺伝子 レ
ベル で調節 し,そ れ に伴 う表皮 分化へ の影響 を調べ た。表 皮分化 レベル は角化膜 タンパ ク質 のひ とつ
のイ ンボル ク リン(INV)を 用 いて評価 した。まずSt2b2を 過剰発現 させ るアデ ノウイル スベ クター,
AdSt2b2を 作製 し,NME細 胞 にAdSt2b2を 感染 させ,rNVの 発現 への影 響 を解析 した。NME細 胞 にお
いてAdSt2b2感 染 によ りSt2b2を 過剰発 現 させ た ところ,表 皮CSレ ベル がAdSt2b2の 力価 依存 的 に増
加 した。 さらにINVの 発現量 はAdSt2b2の 力価 依存 的に増加 した。
さ らにSt2b2の 役 割 を明 確 にす る た め に,S2b2-shRNAを 発 現 す る ア デ ノ ウイ ル ス ベ ク タ ー,
AdSt2b2-shRNA,を 作製 し,St2b2の 発 現 を特 異的に抑制 させ,INVの 発 現へ の影響 を解析 した。NME
細胞 においてAdSt2b2-shRNA感 染 に よ り,St2b2の 発現 が減少 した ところ,CSレ ベルお よびINVレ ベ
ル が減 少 した。 さらに,マ ウス新生 仔皮膚 にAdSt2b2-shRNAを 感染 させ た ところ,St2b2の 発現抑制 に
伴 いmvの 発現 が減少 した。
これ らの結果か ら,St2b2はCSを 介 して表皮 分化 に関与 してお り,恒 常的 な表 皮分化 においてStZb2
一81一
の発現量が重要な因子であることが示された。
(2)TPAの 表皮肥厚誘 導作用 にお けるSt2b2の 役割 の解析
(1)で 記 した通 り,St2b2は 正常表皮にお ける恒常的な表皮 分化 の制御 に関与 してい る。このこ とか ら,
St2b2の 発現量 の調節 に よ り表皮 の分化異常 を改善 で きる と予想 した。12-O一 テ トラデ カ ノイルポル ポ
ール ー13一アセテー ト(TPA)は ホルボールエ ステル の一種で
,皮 膚 に塗布す る と角化 が亢進 し,角 化膜
タンパ ク質 の発現 亢進 や表皮肥厚 を引き起 こす こ とが知 られて いる。また,TPAを 処置 した皮膚 は乾癬
の皮膚 と類似 した特徴 を もつ こ とか ら,乾 癬…の病態 モデル と して用 い られ ている。 しか し,TPAの 表皮
分化 誘導機構 の詳細 は明 らか とな ってい ない。一方,TPA処 置 による角化膜 タンパ ク質の発 現亢進に伴
いCSレ ベルお よびCh-ST活 性 が上昇す るこ とか ら,TPAに よる表皮 分化誘 導 にお いて もSt2b2が 関わ
っている可能性 がある。 そこでTPAに よる表皮分化誘導におけ るSt2b2の 発現抑制 の影響 を調べた。
まずTPAの 表皮CSレ ベル増加作用 にお け るSt2b2の 役割 を調べ た。マ ウス皮膚 にTPAを 塗布 した と
ころ,表 皮CSレ ベル,INVの 発現量,Ch-ST活 性値お よびSt2b2の 発現量 が増加 す ることを確認 した。
一方 ,SSase活 性 値お よびSSasemRNAレ ベル はTPAを 塗布 して も変化 しなかった。マ ウスにお いて,
コ レステ ロール硫 酸抱合反応 はSt2b2の 他 にSt2a4/9に よって触媒 され るが,St2a4/9mRNAはTPA未 処
置 に加 えTPAを 処置 した表皮 において も検 出 されなか った。 これ らの結果 か ら,TPAに よる表皮CSレ
ベル の増加 はSt2b2の 発現量 の増加 によるCSの 生合成 の亢進 が原 因で あるこ とが示 され た。TPAのCS
増加作用 におけるSt2b2の 重要性が示 されたので,St2b2の 発現 を抑 制 し,TPAに よる表皮 分化誘導への
影響 を調べたeNME細 胞 においてAdSt2b2-shRNA感 染 によ りSt2b2の 発現 を抑制 した ところ,CSレ ベ
ルお よびINVの 発現 量 が減少 した。 この ことか ら,TPAの 表皮分化誘 導作用 におけ るSt2b2の 関与が示
された。 さらに,表 皮組織 において も検討 を行 った。マ ウス皮膚 にTPAを 塗布す る と表皮 肥厚 したが,
AdSt2b2-shRNA感 染 によ り,そ の肥厚が阻害 され た。 またTPA塗 布 によ り増加 したSt2b2は,AdSt2b2-
shRNA感 染 によ りTPA非 処置群 と同 レベル まで減少 した。INVの 発現 量 もTPA塗 布 に よる増加 が抑 え
られ,TPA非 処 置群 と同 レベル まで減 少 した。 これ らの結果 によ り,TPAに よる表皮分化誘 導や表皮肥
厚 においてSt2b2の 発現量 の増加 が重要 である ことが明 らか とな った。 これ は,表 皮分化においてSt2b2
が重要 とす る考え を支 持 してい る。
(3)St2b2の 発現誘 導機構 の解析
これ までの結 果か ら,St2b2の 発現 量 が表皮 分化の制御 に重要 な因子で あるこ とが明 らか とな った。
したがって,St2b2の 発現 誘導機構 を明 らかにするこ とは,角 化機構 の解 明に有益 と考 え られ る。Ch-ST
活性 は創傷や 炎症部位 な どで上昇 してお り,抗 炎症剤 処置に よ りCh-ST活 性 が減少す る と報告 されてい
る。また,TPAに よる表皮 分化誘導 におい て,腫 瘍壊 死因子(TNFα),プ ロスタグラ ンジ ンやイ ンター
ロイ キ ンな どの炎症性 サイ トカイ ンが遊離が原 因のひ とつ であ るこ とが指摘 されて いる。 これ らの こと
か ら,炎 症性サイ トカイ ンがSt2b2の 発現 誘導 に寄与す る と考 え られ る。抗 炎症剤 が角化異 常症 の治療
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に有効 であ り,特 にTNFα に対す る可溶性抗 体製剤のエ タネルセ プ トが魚鱗癬や 乾癬 な どの治療 に著効
を示す ことか ら,TNFα が表皮 分化 の重要 な因子 のひ とつ と考 え られ る。 そ こで,炎 症性 サイ トカイ ン
(TNFα)に 注 目し,TPAに よるSt2b2の 発 現誘導機構 について検討 を行 った。
NME細 胞 にTPAを 添加す る と,培 養液 中のTNFuレ ベル が上昇 し,そ の後St2b2レ ベル が増加 した。
さらに,TNFα 添加 に よ りSt2b2お よびINVの 発現量 が増加 した が,AdSt2b2-shRNA感 染 に よ りTNFα
のrNVの 発現 誘 導作用 が消失 した。 これ らの結果 は,TPAのSt2b2発 現 誘導機構 にTNFα が関わ る こ
とを示唆 してい る。そ こで,TNFα シグナル の阻害 に よるTPAのSt2b2の 発 現誘導作用 への影響 を調べ
た。NME細 胞 にTNFα 一siRNAを 導入 した ところ,TPAに よるSt2b2の 発現誘 導 が抑制 され た。 また,
TNF受 容体(TNFR)の 中和抗体 を処置す る と,TPAに よるSt2b2の 発現誘 導 が抑 制 され た。 さ らに,
TNFα の下流 シ グナル 因子 である核 内因子KB(NF-KB)の 活性化 阻害剤 を処置 した ところ,TNFα によ
るSt2b2の 発現誘 導が消失 した。 これ らの結 果か ら,TPAに よ り増加 したTNFα がTNFRに 結合す る と
N'F-KBを 活性化 させ,そ の結果St2b2の 発現 を誘導す る とい うTPAのSt2b2発 現 誘導の新規経路 を見出
した。 さらに,TNFα シグナルの阻害す る とTPAに よるINVの 発現誘導 が認 め られ な くなった。 この結
果 か ら,TPAの 表皮 分化 誘導機構 においてTNFα 一TNFR-NF一 κB-St2b2-CS経 路 が主要であ るこ とが示 さ
れ た。
以上,表 皮分化 におけ るSt2b2の 役割お よびSt2b2の 発現 誘導機構の一端 が解 明 された。 まず,Sab2
は恒常 的に表 皮分化 を調節 してい る こ とが示 され た。 また,St2b2は その発現量 の変動 によ り角化 異 常
を引き起 こす こ とか ら,表 皮 分化 の制御 に重要な因子のひ とつ である ことが示 され た。 これ らのこ とか
ら,Ch-STが 角化 異常症 の新た な治療 ター ゲッ トとな る可能性 が示唆 され た。今後,ヒ トにお けるCh-.
STと 角化異常症 との関連やCh-STの 発現機構 の詳細 を解明す ることが期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
表皮 は生体 防御 な どの役割 を担 ってお り,表 皮機能の維持や獲得 には角化 とよばれ る表皮細胞 に特有
な分化 プログラムが必要であ る。表皮 では常に細胞分化 が起 きて お り,恒 常的表皮分化 と呼ばれてい る。
い くつ かの因子 が角化制御 に関わ り,そ のひ とつ に コレステ ロール硫 酸(CS)が あ る。表皮CSレ ベ
ル はステ ロイ ドサル フ ァターゼ(SSase)と コ レステ ロール スル ポ トランスフェラーゼ(Ch-ST)で 調節
されてい る。SSase遺 伝子 が欠損 してい る魚鱗癬患者 はCSの 蓄積 によ り角化 が亢進 し,表 皮肥厚や乾燥
性皮膚 な どの症状 が現れ る。 この知 見は,角 化 にお けるSSaseの 重要性 を示唆 してい る。一方,腫 瘍や
創傷 な どの分化亢進部 位で高 いCh-ST活 性値 が認 め られ るが,角 化 におけるCh-STの 役割 は明確でない。
哺乳類 の細胞可溶性画分 に発現す るスルポ トランス フェラー ゼ(STま たはSt)は,薬 物代謝の第2相
酵素 で,薬 物 な どの生体外異物や生体 内物 質 の硫酸抱合 に寄与 してい る。本研究で は,表 皮形成 におけ
るSt2b2の 役割 お よび,そ の発 現誘導機構 を明 らかにす るこ とを 目的 とした。外 的分化 誘導非刺激時 の
表皮分化におけ るSt2b2の 役割の検 討結 果か ら,Sab2はCS生 合成 を介 してPKC活 性化 に関与 してお り,
そ の結果,表 皮分化 を引 き起 こす こ とが示 され た。 この結果 か ら,St2b2の 恒常 的表皮分化 への関与 が
初 めて明確 となった。外的分化誘導非刺 激時 の表皮分化 にお けるSt2b2の 役割 の検討結果 か ら,TPAの
表皮分化誘 導や表皮肥 厚 にお いてSt2b2発 現量 の増加 が必須 で ある と示 され た。 また,St2b2はTPA表
皮 分化誘導 の律速酵素 のひ とつ と考 えられ る。 これは表皮 分化 にSt2b2が 重要 とす る考え を支持 した。
さらにTPAの 表皮 分化誘導機構 におい てTNFα 一TNFR-NF-KB-St2b2-CS経 路が主要で あるこ とが示 さ
れ た。 よって,本 研究 は ヒ ト表皮機能や形成 機構,角 化異常疾患発 生機序 を解 明す るための有益 な情報
を提供 できた と考 え られ,博 士論文に値す ると判 断 され る。
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